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摘要: 在有无硫及 pH 5.0- 8.0 下对蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa)光照产氢的影响进行了研究。结果表明，在持续
光照（165 μmol m-2s-1）条件下，从有硫培养液（TAP 培养液）内叶绿素 a 含量、Fv/Fm 值及 ΦPSII 值的变化表明蛋白核
小球藻在 pH 6.0- 7.0 时生长最佳，生长旺盛易形成暂时的无氧环境而利于藻产氢。最高的产氢速率和总产氢量出现在
pH 7.0，分别是 0.10 ml mg-1 chl h-1 和 1.39 ml。从无硫培养液（TAP-S 培养液）内叶绿素 a 含量、Fv/Fm 值及 ΦPSII 值的变
化表明蛋白核小球藻生长明显受抑制，形成的无氧环境持久，故产氢持久，总产氢量比有硫培养液内高。蛋白核小球藻
在 pH 5.5 培养液内的 Fv/Fm 值后期高于其他 4 种 pH 值的，表明潜在的 PSII 光化学效率高，在光照条件下产氢电子
主 要 来 源 于 PSII，故 pH 5.5 的 无 硫 培 养 液 内 藻 的 产 氢 速 率 和 总 产 氢 量 最 大 ，分 别 是 0.58 ml mg-1 chl h-1 和
10.98 ml。说明 pH 为 5.5 的无硫培养液是蛋白核小球藻产氢的最佳条件。
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Abstract: The effects of sulfur and pH (5.0- 8.0) on photohydrogen production was investigated in a unicellular
green alga, Chlorella pyrenoidosa. Under continuous illumination of 165 μmol m-2s-1 conditions, in the TAP culture
medium, changes of chlorophyll a content、Fv/Fm and ΦPSII indicated that growth of C. pyrenoidosa were very well
at initial cultivation pH ranged from 6.0 to 7.0 and can form a temporary anoxic conditions in favor of H2
production. Maximum H2 production was obtained at initial cultivation pH 7.0 by C. pyrenoidosa. The maximum
rate of H2 produced by C. pyrenoidosa was 0.10 ml mg-1 chl h-1 and the maximum total yield of H2 produced was
1.39 ml. In TAP-S culture medium, changes of chlorophyll a content、Fv/Fm and ΦPSII indicated that growth of C.
pyrenoidosa were inhibited and can form a permanent anoxic conditions in favor of H2 production. The total yield
of H2 production by C. pyrenoidosa in TAP-S culture was more than that in TAP culture. The Fv/Fm value of C.
pyrenoidosa in pH 5.5 TAP-S culture was higher than the others culture. It indicated the residual PSII was more
than the others. Under continuous illumination the electron of production H2 requirement mostly comes from PSII,
so the maximum rate and total yield of H2 produced by C. pyrenoidosa appeared in pH 5.5 TAP-S cultures. The
maximum rate of H2 produced by C. pyrenoidosa was 0.58 ml mg-1 chl h-1 and the total yield of H2 produced was
10.98 ml. The H2 production of C. pyrenoidosa was notable effected by sulfur and pH. In this test the best
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conditions for H2 production of C. pyrenoidosa was in pH 5.5 TAP-S cultures.

























蛋 白 核 小 球 藻 (Chlorella pyrenoidosa) 用
BG110[11]培养液培养。将藻液接种在 1 L 的三角烧瓶
后放置在光照强度约为 165 μmol m-2s-1，温度 25±
1℃，光暗时间比为 12:12 的条件下培养。藻细胞生
长至对数期时，用离心法收集，在 4 000×g 下离心
5 min。收集的藻体分别转到 TAP[12]和 TAP-S（所有
的硫酸盐都用相同浓度的的氯盐代替，缩写为
TAP-S）培养液中培养，实验设有 pH 5.0，5.5，6.0，
6.5，7.0 和 8.0 共 6 个梯度，在 pH 5.0 下培养的藻虽
可存活，但不产氢，故本文只讨论其它 5 个 pH 梯
度。无硫培养的藻体用 TAP-S 培养液洗两次后将藻
体悬浮在不同 pH 的 TAP-S 培养液中。有硫培养
时，离心浓缩后的藻体直接悬浮在不同 pH 的 TAP
培养液中。藻细胞数量达到 9×106- 10×106 cells ml-1
时，用翻口橡皮塞塞紧培养瓶，暗适应 24 h 后，以光
照强度为 165 μmol m-2s-1 的日光灯进行全光照。培






24 h 取 3 ml 藻细胞进行 1 min 暗适应处理，然后照
射测量光(< 0.10 μmol m-2s-1)，荧光水平稳定后即为
初始荧光(Fo)。随后打开饱和脉冲(5 700 μmol m-2s-1,
0.6 s)，一个脉冲后得到暗适应后的最大荧光(Fm)，
随后打开光化光(198 μmol m-2s-1)，1 min 后藻细胞
光合作用达到稳态，得到荧光参数 Fs。这时再以饱
和 脉冲光处理 ，一个脉冲 后 得 到 光 下 最 大 荧 光
(Fm′)[13]，每个重复 3 次。以此即可得到充分暗适应的
PSⅡ最大光化学量子产量 Fv/Fm =(Fm- Fo)/ Fm，
PS Ⅱ 光 化 学 能 量 转 化 的 有 效 量 子 产 量 ΦPSII =
ΔF/ Fm′。
藻类叶绿素 a 用反复冻融 - 浸提法提取并测
定[14]其含量。
2 结果
2.1 硫元素和 pH 对叶绿素 a 含量的影响
叶绿素 a 含量是反映藻类生物量的直观指标，
其动态变化反映了藻类的生长情况。有硫培养液
（TAP培养液）内的蛋白核小球藻在培养 72 h 内的
叶绿素a含量呈直线增加，尤其在 48 h 内增长速度
最快。48 h 内在 pH 5.5 和 8.0 培养的藻叶绿素 a含
量增加较其它 pH 下培养的略少，叶绿素a含量分别
是11.62和16.06 mg L-1，而其它 pH 值培养液中藻的
叶绿素 a含量在 18- 19 mg L-1 之间(图 1a)。无硫培养
液(TAP-S培养液)内的蛋白核小球藻光照24 h的叶
绿素 a 含量都比 TAP 中略有增加，光照 48 h 除在
pH 5.5 下培养的藻叶绿素 a 含量下降外，其余 pH
值条件下生长的藻叶绿素 a 含量都有不同程度的
升高，pH 8.0 培养液内藻的叶绿素 a 含量最高，达
2.47 mg L-1。光照 72 h 各 pH 值培养液内藻的叶绿
素 a 含量都减少(图 1b)。
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藻在有硫培养液内，除在 pH 5.5 下的Fv/Fm值一直
呈下降趋势外，其余 pH 值条件下的Fv/Fm在光照
48 h 时略有升高，且各 pH 之间差异不显著(图 2a)。
在 TAP-S 培养液内，光照 72 h pH 值对 Fv/Fm 值的
影响差异不明显，都呈下降趋势，且 72 h 时下降到
初始水平的 50%。光照 72 h 后，pH 5.5 培养液内蛋
白核小球藻的 Fv/Fm 值一直高于其他 4 种 pH 值下
藻的 Fv/Fm 值；随着 pH 的增加，Fv/Fm 有下降的趋
势(图 2b)。
在 TAP 培养液内，pH 5.5 时蛋白核小球藻的
ΦPSII 值在光照 48 h 后呈下降趋势；而 48 h 以前，在
pH 8.0 下培养的蛋白核小球藻的 ΦPSII 值显著低于
pH 6.0、6.5 和 7.0 条件下的（图 3a）。TAP-S 培养
时，ΦPSII 值下降速度比 Fv/Fm 值快，在 48 h 已经下
降到初始水平的 50%, 在 96 h 时已经接近于 0 (图
3b)。
2.3 硫元素和 pH 对产氢的影响
蛋白核小球藻在 TAP 培养液连续光照条件下
培养 36 h 左右停止产氢，pH 5.5 培养液内的蛋白核
小球藻总产氢量最少，只有 0.98 ml；其次是 pH 8.0，
总产氢量为 1.15 ml；pH 6.0 和 6.5 的产氢量相同，为
图 1 持续光照条件下硫和 pH 对蛋白核小球藻叶绿素 a 含量的影响
Fig. 1 Effect of pH on the chlorophyll a contents of Chlorella pyrenoidosa in sulfur-replete (a) and
sulfur-deprived (b) algal culture medium under the continuous illumination
◆pH=5.5; ■pH=6.0; △pH=6.5; ◇pH=7.0; * pH=8.0. 图 2- 5 同。 The same for Figs. 2- 5.
图 2 持续光照条件下硫和 pH 对蛋白核小球叶绿素荧光值 Fv/Fm 的影响
Fig. 2 Effect of pH on Fv/Fm of Chlorella pyrenoidosa in sulfur-replete (a) and
sulfur-deprived (b) algal culture medium under the continuous illumination
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1.34 ml；pH 7.0 的产氢量最高，有 1.39 ml(图 4 a)。在
TAP-S培养液内，蛋白核小球藻产氢时间可以持续
216 h，pH 5.5 的产氢量最高，共有10.98 ml；pH 6.0
和 6.5 的产氢量次之，分别为5.57 和5.71 ml；pH 7.0
和 8.0 的产氢量最少，分别为1.13和 0.89 ml（图4b)。
图 5 显示了相应的产氢速率。在 TAP 培养液
中，pH 6.5 培养的蛋白核小球藻在光下 12 h 左右达
到最大的产氢速率 0.08 ml mg-1 chl h-1；pH 7.0 培养
液内蛋白核小球藻在光下 24 h 达到最高产氢速率，
为 0.10 ml mg-1 chl h-1；pH 5.5、6.0 和 8.0 培养液内蛋
白核小球藻在 36 h 达到最高产氢速率，分别为
0.06、0.065 和 0.08 ml mg-1 chl h-1。在 TAP 培养液内
藻的产氢时间持续都很短，在 36 h 后迅速下降，
48 h 后停止产氢。在 TAP-S 培养液内 pH 7.0 和 8.0
的产氢速率在 72 h 达到最大值，分别是 0.09 和
0.04 ml mg-1 chl h-1；pH 6.0 和 6.5 的产氢速率在 96 h
达到最大，都在 0.30 ml mg-1 chl h-1 左右；而 pH 5.5 的

















生氢气(图 4a)，从叶绿素 a 含量变化可以看出蛋白
图 3 持续光照下硫和 pH 对蛋白核小球叶绿素荧光值 ΦPSII 的影响
Fig. 3 Effect of pH on ΦPSII of Chlorella pyrenoidosa in sulfur-replete (a) and sulfur-deprived (b) algal culture medium under the continuous illumination
图 4 持续光照下硫和 pH 对蛋白核小球总产氢量的影响
Fig. 4 Effect of pH on the total yield of hydrogen production of Chlorella pyrenoidosa in sulfur-replete (a)
and sulfur-deprived (b) algal culture medium under the continuous illumination





高产氢量是有硫培养液中的 7.9 倍（图 4），最高产






（图 1a, 2a, 3a），其产氢总量也最少(图 4a)。pH 8.0
培养液内藻的生长速度略大于 pH 5.5 的，其产氢总
量略高于 pH 5.5。其余 3 种 pH 值下生长的蛋白核
小球藻无论是叶绿素荧光参数还是叶绿素 a含量都
无显著差异（图 1a, 2a, 3a），所以其最后总产氢量
也无显著差异（图 4a）。蛋白核小球藻在无硫培养
液内最高产氢速率和产氢量在 pH 5.5 培养液内出
现。总产氢量和产氢速率受到 pH 值影响显著，最高
产氢量是最低产氢量的 12.4 倍（图 4b），产氢速率
是 15.38 倍（图 5b）。从叶绿素 a 含量和叶绿素荧
光参数的变化可以看出（图 1b, 2b, 3b），蛋白核小
球藻在无硫培养液内产氢与光合机构潜在的 PSII
光化学效率 Fv/Fm 有一定的关系，Fv/Fm值在 72 h
前差异不显著（显著水平 α=0.05），各 pH培养液内
藻细胞总产氢量差别不大（图 4b）。在 72 h 后，pH
5.5 培养液内藻的 Fv/Fm 值下降最慢，其次是 pH
6.0 和 6.5 培养液内藻的 Fv/Fm 值，而 pH 7.0和 8.0
培养液内藻的 Fv/Fm 值下降速度最快(图2b)。表明
在 pH 5.5 培养液内藻潜在的 PSII 光化学效率高，
因为在光照条件下产氢电子主要来源于PSII[17]，所
以最高产氢量和产氢速率在 pH 5.5 培养液内出现，
其次是 pH 6.0 和 6.5（图 4b, 5b）。在无硫培养液内
总产氢量受到 pH 的影响已有报道，莱茵衣藻在 pH
7.7 时的产氢量和产氢速率最高，在 pH 高于和低于
7.7 时产氢量和产氢速率降低[7]。扁藻在 pH 8 时的
产氢量最高[18]。扁藻产氢量受 pH 值影响不显著，
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